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精蛋白胰岛素注射液无菌检查方法的建立 
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摘要：目的  建立精蛋白胰岛素注射液的无菌检查方法。方法  根据中国药典 2015 年版四部通则 1101 无菌检查法进行

方法适用性试验，对药典收载的精蛋白胰岛素注射液无菌检查方法进行优化，使用无微生物毒性的肝素钠溶液中和胰岛

素注射液中的精蛋白，使精蛋白胰岛素注射液由白色混悬液变为澄清透明液体，便于薄膜过滤法处理。结果  使用薄膜

过滤法，无菌检查方法适用性试验中 6 株阳性对照菌均可正常生长。结论  建立了可行的精蛋白胰岛素注射液的无菌检

查方法，为下一版中国药典修订已收载的精蛋白胰岛素注射液无菌检查方法提供了实验依据。 
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目前市场上糖尿病治疗使用较多的胰岛素注

射液主要包括：①起效快、持续时间短的速效制

剂；②释药曲线相对平稳、持续时间能达到 24 h
或者更长的中效或长效制剂；③将速效和中效制

剂混合成持续作用时间长的双时相胰岛素制剂[1]。

其中②和③的延时制剂处方中，在含有少量锌离

子和苯酚或苯酚衍生物的中性条件下，带负电荷

的胰岛素与带正电荷的硫酸鱼精蛋白结合形成棒

状晶型的白色沉淀，在人体液中溶解度降低从而

达到延时释放的目的[2]。如精蛋白锌胰岛素注射液

为含有鱼精蛋白与氯化锌的胰岛素(猪或牛)的灭

菌混悬液，每 100 U 中含鱼精蛋白 1.0~1.5 mg 与

锌 0.2~0.25 mg[1]，是一种具有延缓释放作用[1]的动

物胰岛素制剂。因注射液中含有一定量的精蛋白，

溶液一般为白色或类白色的悬浮液。无菌检查法

是保障无菌制剂安全性的重要方法[3]，中国药典

2015 年版收载的精蛋白重组人胰岛素注射液、精

蛋白锌胰岛素注射液、精蛋白锌胰岛素注射液

(30R)无菌检查方法均为：取本品，加 1%无菌抗坏

血酸溶液 100 mL，振摇使溶液澄清后，经薄膜过

滤法处理，依法检查(通则 1101)，应符合规定，但

1%抗坏血酸溶液对微生物的毒性没有文献报道。

本研究考察了无菌 1%抗坏血酸溶液对微生物的

毒性，发现其对验证细菌有一定的毒性。根据产

品的特性，设计利用肝素钠对鱼精蛋白的中和作

用，使白色混悬液变为澄清透明的液体，方便薄

膜过滤，并依照中国药典 2015 年版四部无菌检查

法(通则 1101)中的规定，采用中和剂和薄膜过滤法

联合进行无菌检查方法适用性试验[4]，考察了作为

中和剂的含肝素钠 60 U·mL1 的无菌 0.9%氯化钠
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溶液的有效性及对微生物的毒性，建立了有效的

含精蛋白的胰岛素注射液的无菌检查方法。 
1  仪器与材料 
1.1  仪器 

HTY-CZ1806B 无菌隔离器、HTY-2000A 集菌

仪、KDGB330 一次性使用的全封闭三联集菌培养

器均来自杭州泰林生物技术设备有限公司；KB720
生化培养箱(德国 Binder)；XG1.DMXD-0.36 电热

脉动真空灭菌器(山东新华)；热电 1300 Series A2
生物安全柜(Thermo)；YX930D 电动吸引器(上海

斯曼峰)。 
1.2  样品 

样品 1：精蛋白重组人胰岛素注射液[重和林

N，批号：588025，658007；规格：3 mL∶300 IU(笔
芯)，由 BIOTON S.A.生产；样品 2：精蛋白重组

人胰岛素注射液(预混 30/70，重和林 M30，批号：

668019，618011；规格：3 mL∶300 IU(笔芯)，由

BIOTON S.A.生产；样品 3：精蛋白锌重组赖脯胰

岛素混合注射液[25R，批号：621803031；规格：

3 mL∶300 U(笔芯)]，由甘李药业股份有限公司

生产。 
1.3  试验菌种 

枯草芽孢杆菌 [Bacillus subtilis CMCC(B) 
63501]、大肠埃希菌 [Escherchia coli CMCC(B) 
44102]、铜绿假单胞菌 [Pseudomonas aeruginosa 
CMCC(B)10104]、金黄色葡萄球菌[Staphylococcus 
aureus CMCC(B)26003]、生孢梭菌 [Clostridium 
sporogenes CMCC(B)64941]、白色念珠菌[Candida 
albicans CMCC(F)98001]、黑曲霉[Aspergillus niger 
CMCC98003]均来自中国食品药品检定研究院医

学微生物菌种保藏中心。 
1.4  培养基和试剂 

硫乙醇酸盐流体培养基、胰酪大豆胨液体培

养基、胰酪大豆胨琼脂培养基、沙氏葡萄糖琼脂

培养基、pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液均购自

北京奥博星生物技术有限责任公司；0.9%氯化钠

注射液(石家庄四药有限公司)；肝素钠(上海麦克

林生化科技有限公司)；抗坏血酸(国药集团化学试

剂有限公司)。 
2  方法与结果 
2.1  菌落制备和计数 

按中国药典 2015 年版四部无菌检查法(通则

1101)进行[4]，结果见表 1。 

2.2  培养基的适用性检查 
无菌性检查按中国药典 2015 年版四部无菌检

查法(通则 1101)进行[4]，结果符合规定。灵敏度检

查按中国药典 2015 年版四部无菌检查法(通则

1101)进行[4]，结果符合规定。 

表 1  菌落计数结果 
Tab. 1  Count results of colony              cfu·mL1 

计数
金黄色葡

萄球菌

大肠埃

希菌

铜绿假

单胞菌

生孢

梭菌 
枯草芽孢 

杆菌 
白色念

珠菌
黑曲霉

1 45 31 28 16 30 30 29 

2 42 34 25 18 32 35 31 

平均 44 32 26 17 31 32 30 

2.3  中和剂与胰岛素注射液的相互作用试验 
选择含肝素钠 100 mg(≥18 000 U)的无菌 

0.9%氯化钠溶液 300 mL(60 U·mL1)，与中国药典

2015 年版收录的无菌检查方法中含 1%抗坏血酸

的无菌溶液 100 mL 相比较，2 种溶液与胰岛素作

用一定时间后均能完全澄清，表明 2 种溶液均有

效，见表 2。 

表 2  中和剂溶液与精蛋白胰岛素注射液的相互作用结果 
Tab. 2  Interaction between neutralizer solution and protamine 
insulin injection 

中和剂 体积/mL 样品量 混合后情况

含肝素钠(60 U·mL1)的无

菌 0.9%氯化钠溶液 
300 30 支，规格： 

3 mL∶300 U； 
10 mL∶400 U 

完全澄清

含 1%抗坏血酸的无菌溶液 100 完全澄清

2.4  中和剂对微生物的毒性实验 
菌液组：取 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液 

10 mL，分别加入制备好的试验菌液 0.1 mL 
(300~600 cfu)，混匀，静置 30 min，使每 1 mL
稀释液中含菌量为 30~100 cfu。分别取此菌液

1 mL，采用薄膜过滤法，以 pH 7.0 无菌氯化钠-
蛋白胨缓冲液为冲洗液(每膜≥100 mL)，进行细菌

计数、霉菌和酵母菌计数(各试验菌株分别进行)。 
中和剂对照组：取含肝素钠 60 U·mL1 的无菌

0.9%氯化钠溶液和含 1%抗坏血酸的无菌溶液各

10 mL，分别加入制备好的试验菌液 0.1 mL(300~ 
600 cfu)，混匀，静置 30 min，使每 1 mL 稀释液

中含菌量为 30~100 cfu。分别取此液 1 mL，采用

薄膜过滤法，以 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液

为冲洗液(每膜≥100 mL)，进行细菌计数、霉菌和

酵母菌计数(各试验菌株分别进行)。 
金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、枯草芽孢杆
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菌的滤膜贴于胰酪大豆胨琼脂培养基平板上，置

33 ℃培养 5 d，逐日观察、计数，生孢梭菌的滤

膜加入 200 mL 硫乙醇酸盐流体培养基厌氧区中

33 ℃培养 24 h，计数。白色念珠菌及黑曲霉的滤

膜贴于沙氏葡萄糖琼脂培养基平板上，置 23 ℃培

养 5 d，逐日观察、计数，结果见表 3。 

中国药典 2015 年版四部微生物计数法(通则

1105)[4]指出若使用中和剂或灭活剂，试验中应设

中和剂或灭活剂对照组，以确认其有效性和对微

生物无毒性。中和剂或灭活剂对照组的菌落数与

菌液对照组的菌落数比值应在 0.5~2 内。从表 3 结

果来看，回收比值①的最小回收率为 0.83，均>0.5，
表明含肝素钠 60 U·mL1 的溶液对微生物无毒性，

适合做中和剂。回收比值②中细菌回收比值均

<0.5，最小的回收率只有 0.05，真菌回收率

均>0.76，表明含 1%抗坏血酸的溶液对细菌有一定

的毒性，不适合做中和剂。 
2.5  方法适用性试验(薄膜过滤法) 

取本品 30 支，置含 18 000 U 肝素钠的 0.9%无

菌氯化钠注射液 300 mL 中，振摇至溶液澄清，薄膜

过滤，用 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液冲洗(每
膜≥300 mL)，按中国药典 2015 年版四部无菌检查

法(通则 1101)[4]进行供试品组、阴性对照组、含供试

品阳性对照菌、阳性对照组实验。结果见表 4~5。 
2.6  结果 

供试品组、阴性对照组均无菌生长，含供试

品阳性菌对照组各滤器中试验菌与阳性菌对照组

比较均生长良好，说明供试品的该检验量在该检

验条件下无抑菌作用或其抑菌作用可以忽略不

计，上述检查方法可行，根据供试品特性选择金

黄色葡萄球菌为阳性对照菌。对精蛋白重组人胰

岛素注射液(重和林 N)、精蛋白重组人胰岛素注射

液(预混 30/70)(重和林 M30)、精蛋白锌重组赖脯

胰岛素混合注射液(25R)样品平行实验，结果一致。 
通过本研究确立的含精蛋白的胰岛素注射液

的无菌检查方法为：取本品 30 支，置含 18 000 U
肝素钠的 0.9%无菌氯化钠注射液 300 mL 中，振

摇至溶液澄清，薄膜过滤，用 pH 7.0 无菌氯化钠-
蛋白胨缓冲液冲洗(每膜≥300 mL)，以金黄色葡萄

球菌为阳性对照菌，依法检查(中国药典 2015 年版

四部通则 1101)，应符合规定。 
含肝素钠 18 000 U 的无菌溶液配制：称取肝

素钠 100 mg，加至 0.9%氯化钠溶液 300 mL 中，

121 ℃ 15 min 灭菌。 

表 3  中和剂作用后微生物回收比值 
Tab. 3  Recovery rates for microorganism after neutralizer 

中和剂 金黄色葡萄球菌 大肠埃希菌 枯草芽孢杆菌 生孢梭菌 白色念珠菌 黑曲霉 
pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液 60 67 42 29 60 34 
含肝素钠 60 U·mL1 的无菌 0.9%氯化钠溶液① 62 64 41 24 60 29 
含 1%抗坏血酸的无菌溶液②  3 10  2 14 59 26 
回收比值① 1.03 0.96 0.98 0.83 1.00 0.85 
回收比值② 0.05 0.15 0.05 0.48 0.98 0.76 

表 4  供试品组、阴性对照组培养结果 
Tab. 4  Culture result of test group and negative control group 

组别 培养基名称 
培养时间/d 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

供试品组 
硫乙醇酸盐流体培养基(33 ℃)              
胰酪大豆胨液体培养基(23 ℃)              

阴性对照组 
硫乙醇酸盐流体培养基(33 ℃)              
胰酪大豆胨液体培养基(23 ℃)              

表 5  阳性对照菌培养结果 
Tab. 5  Culture results of positive control bacteria 

培养基名称 菌种名称 
含供试品阳性菌对照培养时间/d 阳性菌对照培养时间/d 

1 2 3 1 2 3 

硫乙醇酸盐流体培养基(33 ℃) 
金黄色葡萄球菌 + + + + + + 
大肠埃希菌 + + + + + + 
生孢梭菌 + + + + + + 

胰酪大豆胨液体培养基(23 ℃) 
枯草芽孢杆菌 + + + + + + 
白色念珠菌  + +  + + 
黑曲霉  + +  + + 
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3  讨论 
3.1  在无菌检查中，如何考察中和剂对微生物的

无毒性 
药典规定无菌试验过程中，若需使用表面活

性剂、灭活剂、中和剂等试剂，应证明其有效性，

且对微生物无毒性。在方法学适用性过程中中和

剂的有效性很容易理解，但如何开展对微生物无

毒性的试验呢？中国药典 2015 年版中并没有明确

规定，目前基本上是增加中和剂对照组[5-12]，观察

微生物有无生长，也有参照微生物限度方法学适

用性的方式把微生物添加到含中和剂的液体中，作

用一定时间后，检测微生物的存活率[13]。笔者认为

采用后者定量比前者定性要更科学、更合理。本

研究采用了肝素钠作为中和剂，通过后者的定量

试验发现，微生物的回收率均>0.5，很好地说明肝

素钠溶液对考察的微生物没有毒性，同时考察的

1%抗坏血酸溶液的细菌回收率均<0.5，说明其对

细菌有一定毒性，但假如仅增加中和剂对照组，

采用定性的方式考察，在阳性菌数值大时，液体

培养基中的细菌可能也生长良好，无法真实反映

其对微生物的毒性。 
3.2  特殊品种建立无菌检查法的策略 

根据中国药典 2015 年版四部通则 1101 无菌

检查法的要求，无菌检查法包括直接接种法和薄

膜过滤法。由于薄膜过滤法采用大量取样集菌的

方法，具有代表性，不易漏检，仪器操作简单，

该系统是全封闭过滤系统，避免了操作过程中外源

性细菌的污染，对试验结果的可靠性影响较小[13]。

但有些品种因为自身的抑菌作用很大，需要找中

和剂，有的因为辅料的原因，需要找相应的稀释

剂，有的因为本身是混浊液，需要找使之澄清的

物质。含精蛋白的胰岛素注射液每 100 U 中含有

鱼精蛋白约 1.0~1.5 mg[15]，每 1 mg 鱼精蛋白可以

中和的肝素抗血凝作用>100 U[4]。无菌检查 1 次的

检验量为 30 支，所含鱼精蛋白总量约为 90~ 
180 mg，实验设计选用含肝素钠 18 000 U 的无菌

0.9%氯化钠溶液 300 mL 为稀释剂，足以中和胰岛

素注射液中所含的鱼精蛋白，使白色混悬液变为

澄清透明的液体，方便薄膜过滤，既消除了精蛋

白胰岛素注射液中含有防腐剂的抑菌作用，又便

于观察结果。而中国药典 2015 年版收载的精蛋白

重组人胰岛素注射液、精蛋白锌胰岛素注射液、

精蛋白锌胰岛素注射液(30R)无菌检查方法中 1%

无菌抗坏血酸溶液 100 mL的作用是使鱼精蛋白在

酸性条件下溶解度增加，但通过细菌定量回收率

判断发现，1%无菌抗坏血酸溶液对细菌有一定的

毒性。1%无菌抗坏血酸溶液的 pH 值为 2.72，分

析其对细菌的毒性可能与其 pH 值偏低相关。由于

1%无菌抗坏血酸溶液对细菌有毒性，不符合中国

药典对稀释剂和中和剂的要求。因此本研究开发

的含精蛋白胰岛素注射液的无菌检查方法具有重

要意义。 
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